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UTILISATION COMME SUBSTITUT SANGUIN D'UNE HEMOGLOBINE 
EXTRACELLULAIRE DE POIDS MOLECULAIRE ELEVE 

L'invention concerne 1 'utilisation, corome substitut sanguin, d'une hemoglobine 
extracellulaire de poids moleculaire eleve. 

L'invention conceme egalement de nouveaux substituts sanguins, comprenant une 
hemoglobine extracellulaire de poids moleculaire eleve. 

Le sang est un liquide complexe dont la fonction principale est de transporter 
l'oxygene et le gaz carbonique, afin d' assurer les processus respiratoires. C'est la 
molecule d'hemoglobine, que 1' on trouve dans les hematies, qui assure cette fonction. 

La molecule d'hemoglobine de mammifere est formee par 1' assemblage de quatre 
chaines polypeptidiques fonctionnelles semblables deux a deux (2 chaines de globine de 
type a et 2 chaines de globine de type f3). Chacune de ces chaines polypeptidiques 
possede la meme structure tertiaire d'une molecule de myoglobine (1 1). 

L'heme, site actif de 1 'hemoglobine, est un anneau protoporphyrinique 
tetrapyrrolique, contenant en son centre un unique atome ferreux. L'atome de fer, 
fixateur de l'oxygene, contracte 6 liaisons de coordinence : quatre avec les atomes 
d'azote de la porphyrine, une avec 1'histidine proximale F8 et une avec la molecule 
d'oxygene lors de Toxygenation de la globine. 

On est actuellement confironte aux problemes d' appro visionnement de sang, dus a 
la diminution des dons du sang par peur de contamination. Ainsi, la recherche de 
substituts sanguins s'est acceleree au cours des dernieres annees. On cherche a 
concevoir des substituts sanguins artificiels capables d'eliminer les risques de 
transmission de maladies infectieuses, mais egalement a s'affranchir des problemes de 
compatibilite des groupes sanguins. 

Jusqu'a present, les principals voies de recherche concernent la synthese de 
produits chimiques d'une part (23) et la synthese de produits biologiques d'autre part 
(24,25). 

En ce qui conceme la premiere voie de recherche, on a utilise les 
perfluorocarbones (PFC). Les PFC sont des produits chimiques capables de transporter 
l'oxygene et ils peuvent dissoudre une grande quantite de gaz, comme l'oxygene et le 
dioxyde de carbone. 
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Actuellement, on essaye de produire des emulsions de ces produits qui pouxraient 
etre disperses dans le sang d'une fa9on plus efficace (29-31). 

L'avantage des PFC demeure dans leur capacite oxyphorique directement 
proportionnelle a la quantite d'oxygene se trouvant dans les pournons. Par ailleurs, en 
5 raison de l'absence de membrane a traverser, les PFC peuvent transporter l'oxygene 

plus rapidement vers les tissus. Toutefois, on ne connait pas les effets a long terme de la 
retention de ces produits dans l'organisme. Lorsque ces produits ont ete utilises pour la 
premiere fois comme substitut sanguin dans les annees 1960 chez la souris (23,28,32), 
les effets secondares ont ete tres importants. Les PFC n'etaient pas elimines de la 
10 circulation d'une fa9on satisfaisante et s'accumulaient dans les tissus de I'orgaxrisme, ce 

qui provoquait des oedemes. 

Dans les annees 1980, on a teste une nouvelle version de PFC en phase clinique. 
Mais les problemes de stockage, de cout financier, d' effets secondares non negligeables 
et la faible efficacite de ce compose ont empeche Fextension de sa commercialisation 
15 (33,34,35). 

Recemment, on a mis au point une nouvelle generation de PFC (PFBO 
perfluorooctylbromide). Un nouveau produit (29) est en cours de test clinique aux Etats- 
Unis, mais on a deja constate qu'une augmentation de la quantite d'oxygene dans le 
sang peut engendrer une accumulation d'oxygene dans les tissus, ce qui est dangereux 
20 pour l'organisme (formation d'oxygene radicalaire de type superoxyde). 

Ainsi, malgre les progres realises au fur et a mesure, les effets secondares de ces 
composes sont encore trop importants pour etre commercialises a grande echelle. 

En ce qui conceme la deuxieme voie de recherche, des chercheurs ont travaille sur 
la mise au point de substituts sanguins en modifiant la structure de l'hemoglobine 
25 naturelle (24,36). Pour obtenir un substitut sanguin de type hemoglobine modifiee, on 

utilise des hemoglobines provenant de microorganismes genetiquement modifies, ou 
d'origine humaine ou animale, notamment la molecule d'hemoglobine bovine. En effet, 
l'hemoglobine bovine est legerement differente de l'hemoglobine humaine sur le plan 
immunologique, mais elle transporte plus facilement l'oxygene vers les tissus. 
30 Neanmoins, le risque de contamination virale ou de type encephalopathie spongiforme 

reste toujours important. 

Pour etre fonctionnelle, l'hemoglobine doit etre en contact avec un eflfecteur 
allosterique le 2,3-diphosphoglycerate (2,3-DPG), present uniquement a l'interieur des 
globules rouges (38). De plus, sans le 2,3-DPG et d'autres elements presents dans les 
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globules rouges comme la methemoglobine reductase, l'hemoglobine subit un processus 
d'auto-oxydation et perd sa capacite a transporter de l'oxygene ou du dioxyde de 
carbone. 

On peut eliminer ces processus en modifiant la structure de l'hemoglobine, et plus 
precisement en stabilisant les liaisons faibles de la molecule tetramerique entre les deux 
dimeres a et p (39). De nombreuses modifications ont ete testees : liaison covalente 
entre deux chaines a, entre deux chaiiies p ou encore entre a et P (40,41). 

On a egalement tente de polymeriser les molecules tetrameriques ou de les 
conjuguer avec un polymere nomine polyethylene glycol (PEG) (42). Ces modifications 
ont pour consequence de stabiliser la molecule et d'augmenter sa taille, empSchant son 
elimination par les reins. 

On a beaucoup etudie les Annelides pour leur hemoglobine extracellulaire 
(10,44). Ces molecules d'hemoglobine extracellulaire sont presentes chez les trois 
classes d'Annelides : Polychetes, Oligochetes et Achetes et meme chez les 
Vestimentiferes. Ce sont des biopolymeres geants, constitues d'environ 200 chaines 
polypeptidiques appartenant a 6 ou 7 types differents que Ton regroupe generalement en 
deux categories. La premiere categorie, comptant 144 a 192 elements, regroupe les 
chaines polypeptidiques dites "fonctionnelles" portant un site actif et capables de lier 
reversiblement l'oxygene ; ce sont des chaines de type globine dont les masses sont 
comprises entre 15 et 18 kDa et qui sont tres similaires aux chaines de type a et p de 
vertebres. La deuxieme categorie, comptant 36 a '42 elements, regroupe les chaines 
polypeptidiques dites de "structure" possedant peu ou pas de site actif mais permettant 
Fassemblage des douziemes. 

l 

Les premieres images obtenues sur des hemoglobines extracellulaires d'Arenicole 
(45,46) ont revele des elements hexagonaux. Chaque molecule d'hemoglobine est 
constitute de deux hexagones superposes (47,48) que Ton a nommes bicouche 
hexagonale (hexagonal bilayer) et chaque hexagone est lui-meme foime par 
Fassemblage de six elements en forme de goutte d'eau (49,50), nommes structure 
globulaire creuse (hollow globular structure) (51-54) ou "douzieme". La molecule 
native est formee de douze de ces sous-unites, d'une masse moleculaire d' environ 250 
lcDa. 
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On s'est particulierement interesse a Arenicola marina, un Annelide Polychete de 
Fecosysteme intertidal. La structure de son hemoglobine extracellulaire est d'ailleurs 
d6ja connue (60). 

Des etudes ont deja ete faites sur Futilisation de Fhemoglobine extracellulaire du 
5 lombric (Lumbricus terrestris) comme substitut sanguin (2). Cependant, cette 

hemoglobine ne conviendrait pas en raison, d'une part, d'un dereglement probable de 
la vasodilatation et/ou de la vasoconstriction des vaisseaux sanguins du a F absence de 
residus cysteines libres (71) et, d'autre part, cette h6moglobine presente une affinite 
trop faible vis-a-vis de Foxygene, c'est-a-dire une P 50 elevee. 
10 A ce jour, aucun des substituts sanguins dont on dispose ne permet d'eviter les 

problemes de contamination et de compatibilite des groupes sanguins, tout en etant 
depourvu d'effets secondares. 

L'invention permet de remedier a ces inconvenients. 

L'invention a pour objet de proposer de nouveaux substituts sanguins permettant 
15 d'eliminer les problemes de penurie de dons. 

I/invention a egalement pour objet de proposer de nouveaux substituts sanguins 
permettant d'eviter les problemes de transmissions de maladies infectieuses lors de dons 
du sang. 

L'invention a egalement pour objet de nouveaux substituts sanguins permettant de 
20 preserver les organes lors de transplantations. 

L'invention a egalement pour objet de nouveaux substituts sanguins permettant de 
s'affranchir des problemes de compatibilite des groupes sanguins, notamment lors de 
transfusions. 

L'invention concerne Futilisation comme substitut sariguin, d'une hemoglobine 
25 extracellulaire de poids moleculaire d' environ 3 a environ 4 millions de daltons, 

comportant des chaines de globines polymerisees, contenant des cysteines libres 
susceptibles de se lier a des groupes NO et/ou SNO et dont la P 50 est d'environ 6 a 
environ 7 mm d'Hg a 37°C. 

L'invention conceme egalement un substitut sanguin, notamment substitut 
30 sanguin humain, comprenant une hemoglobine extracellulaire de poids moleculaire 

d'environ 3 a environ 4 millions de daltons, comportant des chaines de globines 
polymerisees, contenant des cysteines libres susceptibles de se lier a des groupes NO 
et/ou SNO et dont la P 50 est d'environ 6 a environ 7 mm d'Hg a 37°C. 
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Par "substitut sanguin", on definit un produit biologique capable de se substituer a 
Fhemoglobine presente dans les globules rouges (ou hematies) et capable d 5 assurer ses 
fonctions de transporteur de gaz (oxygene et dioxyde de carbone). Ce substitut sanguin 
se doit aussi de delivrer F oxygene aux tissus et de se charger en C0 2 a ce niveau pour 
liberer ce gaz au niveau des surfaces d'echange (poumons). 

Par "hemoglobine extracellulaire", on designe une hemoglobine non contenue 
dans les cellules et dissoute dans le sang. 

Par "chaines de globines polymerisees", on definit des associations covalentes de 
chaines de globines. 

Le nombre de cysteines libres susceptibles de se lier a des groupes NO et/ou SNO 
peut varier d'environ 120 a environ 150, et notamment d'environ 120 a environ 130. 

Un test peimettant de determiner la liaison a des groupes NO est par exemple 
celui utilise par Jia et aL (71). 

Un test permettant de determiner la liaison a des groupes SNO est par exemple 
celui utilise par Jia et al. (71). 

La P 50 est un parametre permettant de mesurer Faffinite d'un pigment respiratoire 
pour F oxygene, qui correspond a 50% de saturation par Foxygene des sites de liaison 
d'un pigment respiratoire. 

Elle correspond a Fefficacite qu'a Foxygene pour se fixer sur Theme. 
" La mesure de la P 5 o peut etre effectuee selon la technique de Fhemox (1). 
Selon un mode de realisation avantageux, dans le substitut sanguin de I'invention, 
le coefficient de cooperativite de Themoglobine extracellulaire est de 2 a 3 (n 50 ). 

Le coefficient de cooperativite de l'hemoglobine (n 50 ) est defini comme etant le 
parametre permettant d'estimer la capacite de liaison de Foxygene par les differents 
sites actifs des chaines de globine. 

La mesure de n 5 o peut etre effectuee sur les courbes de saturation d'un pigment 
respiratoire par Foxygene, obtenues a partir de la technique de Fhemox. 

Selon un mode de realisation avantageux, dans le substitut sanguin de Finvention, 
les chaines de globine de Fhemoglobine extracellulaire sont stabilisees entre elles, par 
des liaisons covalentes, notamment des ponts disulfides intermoleculaires, et les chaines 
de globine sont auto-stabilisees par des ponts disulfures intramoleculaires. 
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L' expression "les chaines de globiiie de l'hemoglobine extracellulaire sont 
stabilises entre elles, par des liaisons covalentes" designe la presence de liaisons 
disulfures interchaines entre deux ou plusieurs chaines de globine. 

L'expression n les chaines de globine sont auto-stabilisees" designe la presence de 
5 liaisons disulfures intrachaines sur chaque chaine de globine. 

Selon un mode de realisation avantageux, dans le substitut sanguin de 1' invention, 
l'hemoglobine extracellulaire comporte des chaines de structure qui conferent a 
l'hemoglobine une structure hexagonale. 

Les "chaines de structure" designent des chaines polypeptidiques possedant peu 
10 ou pas d'heme, et qui assurent le maintien de la structure hexagonale de la molecule. 

Selon un mode de realisation avantageux, dans le substitut sanguin de l'invention, 
l'hemoglobine extracellulaire est susceptible de neutraliser des composes toxiques, tel 
que l'hydrogene sulfure. 

L'expression "l'hemoglobine extracellulaire est susceptible de neutraliser des 
15 composes toxiques" designe la fixation d'hydrogene sulfure sur des residus cysteines 

libres permettant de diminuer, voire eliminer, ce compose du milieu interieur d'un 
organisme. Une fois fixe, l'hydrogene sulfure devient non toxique. 

Par "composes toxiques", on definit par exemple un element chimique ou 
biologique qui va engendrer des dereglements physiologiques ou des troubles 
20 pathologiques chez im organisme. 

Un test permettant de verifier la neutralisation de composes toxiques, est par 
exemple celui utilise dans les deux publications (59,74), test qui fait intervenir un 
dosage par chromatographic en phase gazeuse. 

Selon un mode de realisation avantageux, dans le substitut sanguin de l'invention, 
25 l'hemoglobine extracellulaire ne necessite pas de cofacteur pour liberer l'oxygene 

eventuellement fixe sur Phemoglobine. 

L'expression "rhemoglobine extracellulaire ne necessite pas de cofacteur" 
designe une hemoglobine dissoute dans le sang qui est capable de liberer son oxygene 
sans Intervention d'une autre molecule comme c'est le cas pour les hemoglobines 
*0 intracellulaires qui font, par exemple, intervenir le 2,3 -DPG. 

L'hemoglobine de vertebres est contenue dans des cellules anucleees ou globules 
rouges. A l'interieur de ces cellules, on trouve comme principal cofacteur le 2,3-DPG 
qui permet de liberer l'oxygene fixe. 
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Si le 2,3-DPG se trouvait en presence d'hemoglobine extracellulaire, celui-ci 
n'aurait aucun effet sur la liberation d'oxygene par ce pigment. 

Selon un mode de realisation avantageux, dans le substitut sanguin de l'invention, 
l'hemoglobine extracellulaire possede les proprietes suivantes : 

- elle est non toxique 

- elle est depourvue d' agent pathogene 

- elle se conserve a 4°C pendant au moins 6 semaines sans oxydation 

- elle est transfusable a tous les types sanguins 

- elle est dotee d'un temps de residence sufEsamment long pour assurer la 
regeneration en hemoglobine naturelle de rorganisme dans lequel eUe est transfusee 

- elle est eliminee par i'organisme dans lequel elle est transfusee sans effet 

secondaire. 

L'expression "non toxique" signifie que le substitut sanguin ne provoque aucun 
trouble pathologique de type reactions immunitaires, aUergiques ou nephrotoxiques. 

L'expression "depourvue d' agent pathogene" designe l'absence de 
microorganismes ou de virus identifies. 

L'absence de troubles pathologiques implique indirectement l'absence de 
pathogenes. 

L'expression "se conserve a 4°C pendant au moins 6 semaines sans oxydation" 
signifie que le site actif et notamment le fer present au niveau de l'heme et qui 
intervient dans la liaison de l'oxygene reste sous forme Fe 2+ (etat fonctionnel). 
L'oxydation du site actif est du au passage Fe 2+ -»Fe 3+ impliquant une impossibility de 
lier l'oxygene. 

L'expression "transmsable a tous les types sanguins" designe l'absence de typage 
sanguin (systeme ABO ou rhesus). Cette hemoglobine pourrait etre consideree comme 
une hemoglobine de type donneur universel. 

L'expression "dotee d'un temps de residence suffisamment long pour assurer la 
regeneration en hemoglobine naturelle de I'organisme dans lequel elle est transfusee" 
designe la presence de cette hemoglobine dans le systeme sanguin apres au moins 48 
heures precedant la transfusion. Ce temps est suffisamment long pour qu'un organisme 
puisse resynthetiser ses propres globules rouges. 

A titre d' illustration, dans le cadre de la transfusion d'un etre humain, le temps 
doit etre avantageusement de l'ordre de 48 hemes. 
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L'expression "eliminee par Porganisme dans lequel elle est transfusee sans effet 
secondaire" signifie que cette heinoglobine extracellulaire semble etre eliminee par une 
voie naturelle n'engendrant aucun trouble pathologique particulier. 

Chez les vertebr6s, la duree de vie d'un globule rouge est d'environ 120 jours. Le 
5 globule rouge est ensuite phagocyte (hemolyse physiologique). L'hemoglobine se 

transforme alors en biliverdine et en bilirubine qui sont elimines par la bile. 

Aucun des effets secondaires susceptibles d'etre rencontres avec les produits de 
1'art anterieur, notamment les oedemes, les problemes immunogenes et la 
nephrotoxicity, n'existe dans le cadre de la presente invention. 
10 Selon un mode de realisation avantageux, dans le substitut sanguin de 1' invention, 

rhemoglobine extracellulaire provient d'Annelides. 

La classification a laquelle on se refere en utilisant le terme Annelides est celle 
decrite dans MeglitschP.A. (1972) (75). 

Selon un mode de realisation avantageux, dans le substitut sanguin de P invention, 
1 5 rhemoglobine extracellulaire provient de Arenicola marina. 

Dans rhemoglobine extracellulaire de Arenicola marina, le nombre de cysteines 
libres susceptibles de se lier a des groupes NO et/ou SNO est egal a 124. 

Par ailleurs, il y a, au total, 156 ponts disulfides intra-chames sur les chaiaes de 
globine, puisqu'il existe une liaison intra-chaine (liaison disulfure) sur chaque chaine de 
20 globine et que la molecule est composee de 156 chames de type globine (60). 

S'agissant de liaisons intermoleculaires, chaque douzieme de la molecule est 
constitute de douze chaines de type globine associees de la fa9on suivante : 3 trimeres 
covalents et 3 monomeres. II existe done 52 liaisons intermoleculaires entre les chaines 
de globines. 

25 

DESCRIPTION DRS FIGURES 

La figure 1 represente la structure de la molecule d'hemoglobine 
30 La molecule d'hemo globine de mammifere est formee par T assemblage de quatre 

chaines polypeptidiques fonctionnelles semblables deux a deux (deux chaines de type a 
et deux chaines de type P), ayant chacune la structure tertiaire d'une molecule de 
myoglobins (11). 
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Les figures 2A et 2B represented le modele de Fhemoglobine bicouche 
hexagonale (hexagonal bilayer HBL) de Arenicola marina. 
Fig 2A : Vue de face 

Tn correspond aux differents trimeres composes des chatoes b, c et d de 

type globine 
Fig 2B : detail d'un douzieme 

Les figures 3A, 3B et 3C represented Fhemoglobine de Arenicola marina en 
micro scopie electronique a transmission. 

Fig3A: Vue d 3 ensemble d'une solution contenant de Fhemoglobine 

extracellulaire de Arenicola marina. 
Fig 3B : Vue de face de la molecule 
Fig3C : Vuedeprofil 

Figure 4 : Surveillance du poids pendant 17 semaines d'un ensemble de 5 souris 
transfusees avec l-2g/% d'hemoglobine &' Arenicola, comme decrit dans les exemples 
ci-apres. 

L'axe des abscisses correspond aux semaines et Faxe des ordonnees correspond 
au poids. La courbe avec des ronds blancs correspond a la souris temoin, celle avec des 
ronds noirs a la souris n°l ? celle avec des triangles blancs a la souris n°2, celle avec des 
triangles noirs a la souris n°3 3 celle avec des carres blancs a la souris n°4. 

Meme apres Techange sanguin les souris continuent a croitre, la souris controle 
etant le temoin de la bonne forme des animaux. 

Apres 9 semaines, deux souris sont retransfusees avec les hemoglobines 
&' Arenicola marina. Encore une fois 3 aucun trouble n'est observe, attestant d'aucune 
iinmxinoreactivite ou reponse allergique. 

EXEMPLES 

Prelevements des echantillons d'hemoglobines 

Les Arenicoles ont ete recoltes a maree basse sur Testran pres de Saint-Pol de 
Leon, Nord-Finistere, France. Le sang est preleve au niveau du vaisseau ventral apres 
dissection sur un lit de glace. Les prelevements sont effectues a l'aide d'une 
micropipette de verre, reliee a un systeme d' aspiration a bouche, mis au point par 
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Toxilmond (1975) ou de seringues hypodermiques de 1 ml munies d'une aiguille 
25Gx5/S". Les echantillons sont collectes sur de la glace. Apres une centrifugation a 
froid (1 5 000 g pendant 1 5 min a 4°C) pour 61iminer les eventuels debris tissulaires, les 
surnageants sont soit congeles a -20°C ou dans l'azote liquide, soit immediatement 
5 purifies. 

Purification des hemoglobines 

Avant purification, l'echantillon decongele est centrifuge pendant 5 min a 5 000 g 
1 0 a 4°C. Apres centrifugation, un petit culot est generalement present, celui-ci est elimine. 

La filtration basse pression (FPLC, Pharmacia, LKB Biotechnology Inc.) 
d'aliquots de 100 ul du surnageant est realisee sur une colonne Superose 6-C 
(Phamiacia, gamme de separation comprise entre 5.10 3 et 5.10 6 Da) ou par simple 
chromatographie sur une colonne Sephacryl S-500 HR de 2,5 x 100 cm (Amersham 
15 Pharmacia Biotech, gamme de separation comprise entre 40 et 20 000 kDa). Les 

echantillons sont elues avec le tampon sale Riftia developpe par Arp et al. (1987) et 
Fisher et al. (1988). La composition de ce tampon modifie est la suivante, pour un litre: 
23,38 g NaCl (400 mM) ; 0,22 g KC1 (2,95 mM) ; 7,88 g MgS0 4 , 7H 2 0 (31,97 mM) ; 
1,62 g CaC^, 2iLf) (11,02 mM) et HEPES (50 mM). Le pH est ajuste a pH = 7,0 en 
ajoutant de l'HCl. Le debit que l'on utilise est generalement de 0,4 a 0,5 ml/min. 
L'absorbance de l'eluat est suivie a deux longueurs d'ondes : 280 run (pic d'absorbance 
des proteines) et 414 nm (pic d'absorbance de l'hemoglobine). Les fractions contenant 
de l'heme sont concentrees a l'aide de tubes Centricon-100 (15 ml) ou a l'aide d'une 
cellule a agitation retenant les molecules d'un poids superieux ou egal a 10 000 Da. 
25 Deux purifications suivant le meme protocole sont necessaires pour obtenir des 

fractions pures. 
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Transfusion d'ArHb a des souris 

Le but de cette manipulation etait d'etudier la possibilite d'utiliser Themoglobine 
extracellulaire de Axenicola marina (AxHb) comme substitut sangurn chez un modele de 
vertebres. 
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Pour cela, on a utilise 30 souris males C57 BL/6J, adultes reproducteurs, et dont la 
masse etait comprise entre 25 et 40 g. Quatre souris ont servi de controle. En general, le 
volume sanguin d'une souris de ce type est compris entre 1,5 et 2 ml. 

Tout d'abord, on a anesthesie les souris au chloroforme apres les avoir pesees et 
5 clairement identifiees. 

On a preleve ensuite de 200 a 800 fxl de sang dans le plexus retro-orbital et le sang 
de chaque souris a ete centrifuge a faible vitesse pour recuperer le plasma (sumageant). 
Celui-ci a ete precieusement conserve pour etre reinjecte par la suite a la meme souris 
avec de 1'ArHb. L'ArHb prealablement purifiee est dissoute dans le plasma a une 
10 concentration de 1,5 g%. 

Puis, on a injecte dans la veine caudale le melange ainsi prepare. Sur les souris 
temoins, apres prelevement d'un volume sanguin, on a injecte le meme volume preleve 
d'une solution saline isotonique contenant leur plasma respectif. ' 

Enfin, sur 5 souris, on a conserve 10 p.1 de sang de la souris avant transfusion et 
15 . 10 fil de sang apres transfusion pour Tetude des proprietes fonctionnelles. Sur cinq 

autres souris, on a fait xm prelevement de sang de 30 a 40 \xl dans le plexus orbital apres 
2 et 48 heures pour l'analyse des proprietes fonctionnelles et la realisation d'etudes 
spectrophotometriques permettant V identification eventuelle de methemoglobine. 

On a surveille ces souris pendant trois mois en observant plus particulierement 
20 leur comportement general et leur prise de poids. 

On a constate que les souris transfusees avec de TArHb ne mourraient pas et 
qu'elles avaient un comportement similaire aux souris temoins. 

L'analyse des prelevements sanguins a montre les elements suivants: i) 1'ArHb 
etait toujours present apres 48 heures precedant la transfusion^; ii) aucune modification 
25 des proprietes fonctionnelles du sang des souris transfusees ; iii) aucun signe de la 

presence de methemoglobine. 

Immunoreactivite 

30 Deux ^ois. apres leur premiere transfusion avec de 1' ArHb, une nouvelle injection 

a ete realisee dans le systeme vasculaire (2 souris) et d'une fa9on intraperitoneale (2 
souris) Ces injections de 800 \il contenaient une solution saline isotonique dans laquelle 
de TArHb etait dissoute (1 -2 g/%). 
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Aucun trouble n'a pu etre observe apres leurs sorties d'anesthesies et, a ce jour, ces 
aniinaux sont toujours en vie. 

Cette absence de reponse immunitaire peut-etre liee soit a la taille de cette 
proteine qui ne permettrait pas l'activation du systeme immunitaire soit au fait qu'apres 
quelques jours les macrophages ont totalement elimine ces proteines etrangeres. 

Proprietes fonctionnelles 



10 



15 



.; La mesure de la P 50 a ete effectuee selon la technique de Fhemox (1). 

n 50 .' • • 

La mesure de n 5 o a ete effectuee sur les courbes de saturation par Toxygene d'un 
pigment respiratoire, obtenues a partir de la teclonique de.rhemox. 

Le tableau suivant presente les mfesures de P 5 o;(affinite) et de n 50 (cooperativite) 
pour Arenicola marina en comparaison avec les. valeurs de Fhemoglobine humaine 
correspondante. Ces mesures ont ete obtenues in vitro dans les memes conditions, pour 
Themoglobine humaine et celle de Arenicola marina; ' 



20 





P 5 o (mm Hg) 


"■■ n5 ° 


Hemoglobine 
dp Arenicola marina 


6,4 


2,7 


Hemoglobine 
humaine 


6,1 


' 2,6 



* En .ce qui concerne Arenicola marina, la valeiir.indiqnee est une moyenne sur trois 
mesures. 

Ces resultats montrent que Themoglobine de Arenicola marina et l'hemoglobine 
humaine (HbA) possedent des proprietes fonctionnelles similaires sans aucune 
modification prealable. 
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Hemoglobines extracellulaires face au NO/SNO 
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Le Monoxyde d 1 azote (NO) 



Schematiquement, un vaisseau sanguin peut etre represente par un cylindre 
constitue de tissus musculaires lisses a l'exteneur, puis d'une couche de cellules 
5 endotheliales en contact avec Ie sang. Cette couche de cellules endotheliales joue un 

role important car elle intervient dans les processus de liberation de NO. Le NO est le 
facteur majeur controlant le tonus vasculaire. En diminuant la concentration de NO dans 
le sang, les vaisseaux seront en etat de vasoconstriction, et a l'inverse, une augmentation 
de NO produira une vasodilatation des vaisseaux (68). Le monoxyde d'azote est 
10 egalement connu comme neuromediateur (69). II intervient aussi dans d'autres 

mecanismes de regulation du metabolisme (70). Les jonctions entres les cellules 
endotheliales permettent a une Mmoglobine tetramerique de traverser cette couche 
ceUulah-e et d'etre ehminee de la circulation. Par consequent, comme l'hemoglobine est 
, capable de fixer le monoxyde d'azote, celle-ci, en quittant les vaisseaux, agit comme un 
15 puits pour le NO, ce qui engendre des phenomenes de vasoconstriction des vaisseaux 

mais aussi de nombreux problemes neurologiques. Actuellement, toutes les solutions 
d'hemoglobines modifiees (pontees, polymerisees ou encore conjuguees) contiennent 
une faible proportion d'hemoglobines tetrameriques normales traversant la couche de 
cellules endothehales. Ce probleme est resolu en utihsant des hemoglobines 
extraceUulaires de hauts poids moleculaires comme celles de Arenicola marina qui sont 
naturellemerit polymerisees et de taille trop importante pour traverser la paroi des 
vaisseaux. 
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25 



30 



Les groupements thionitrosils (SNO) 

L'hemoglobine des vertebres possede en plus de son role de transporteur 
d'oxygene, un r61e important dans le transport du NO et du SNO (71). Sommairement, d 
a ete montre que l'oxyhemoglobine avait une plus grande affinite pour le SNO que la 
deoxyhemoglobine, que la deoxyhemoglobine avait une plus grande affinite pour NO 
que l'oxyhemoglobine et que le SNO etait notamment produit au niveau des poumons et 
qu'il avait un role majeur dans le controle de la vasoconstriction et vasodilatation des 
vaisseaux. II est interessant de faire remarquer ici, qu'en ce qui concerne l'hemoglobine 
extracellulaire de Arenicola marina, on a pu montrer que seules les hemoglobines 
appartenant a des vers marins colonisant des miheux riches en hydrogene sulfure 
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avaient les sites (presence de cysteines libres sur des chaines de type globine) 
necessaires pour assurer cette fonction (58). Cette propriete a ete etudi6e selon la 
technique de Jia et al. (71). 

5 Hemoglobines extracellulaires et activite SOD 

Les globules rouges contiennent de nombreuses enzymes telles que des catalases 
et des superoxydes disniutases (SOD) qui ont uh role indispensable dans 1'inactivation 
de l'oxygene radicalaire, compose hautement toxique. dependant, les substituts sanguins 
10 actuels ne possedent pas ces activites puisqu'ils sont localises hors des hematies. Un 

deficit d f oxygenation de l'organisme, provoque par un choc hemorragique ou une 
ischemie, stimule la production d'hypoxanthine et active la' xanthine oxydase. Si cet 
organisine est alors sous oxygene, la xanthine oxydase transfoimera Thypoxanthine en 
superoxyde qui donnera de l'oxygene radicalaire. L'enzyme superoxyde dismutase aura 
15 . alors pour role de transformer l'oxygene radicalaire en peroxyde d'hydrogene lui .meme 

transforme en eau par la catala.se. Les premieres generations die substituts sanguins 
etaient depourvues de ces enzymes provoquant de nombreux effets secondaires. Bien 
que les nouvelles generations de produits tentent de pallier a ces probleme>s 5 ceux~ci ne 
sont pas resolus ce qui donne encore un avantage a rutilisation d'hemqglobines 
20 . extracellulaires de Arenicola marina. En effet, ces molecules possedent une activite 

SOD intrinseque pouvant etre liee a la presence de chaines de structure>(72,73). 

On a mesure F activite SOD (Superoxyde dismutase) de FArHb et on a trouve des 
' valeurs de l'ordre de 10 U/mg de proteine. 

L' activite SOD a ete etudiee pax luminescence.. Ce? dosage se base sur la 
25 . . ' competition entre la SOD et une imidazolopyrazine pour Tanion superoxyde. Cet anion, 
. • genere par Faction de la xanthine oxydase sur rhypoxanthine en presence_d'oxygene, 
peut reagir avec F imidazolopyrazine et produire de la lumiere. En presence de SOD, 
une partie des anions superoxydes est consommee et.F autre oxyde Fimidazolopyrazine, 
en exces dans le milieu reactionnel,, liberant la lumiere mesuree. La lu min escence 
30 mesuree est done d'autant elev6e que le contenu en SOD de Fechantillon est faible. 

HPX (hypoxanthine) 4- XOD (xanthine oxydase) + 0 2 acide urique + 0 2 ** (ion 
superoxyde) 

2 0 2 " + SOD -> H 2 Q 2 + 0 2 . 
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CL 9 (ccelanterazine) + 0 2 " -» CL9 oxyde +hv 

Transfusion d'hemofrloHnP. d'Arenirnln chez les spuria 

Environ 50% du volume du sang est soutire et remplace par l-2g/% 
d'hemoglobine d> Arenicola marina. Les hemoglobines d'annelides sont dissoutes dans 
le plasma des animaux ou dans un tampon avant injection. Le volume du substitut 
injecte est essentieUement le meme que le volume initial preleve de la souris. 
L'observation la plus surprenante est qu'il n'y a pas d'effets comportementaux ou 
d'effets physiopathologiques chez ces souris partiellement transfusees avec 
l'hemoglobine d' Arenicola marina (n=30), meme 14 mois plus tard (figure 4). 

Immunoreactivite 

Les souris re-transfusees 9 semaines apres la transfusion initiale. avec de 
l'hemoglobine d'Arenicola marina ne montrent aucune reponse allergique et aucun 
deces n'est a deplorer. Dans cet ensemble d'experiences, 200 ug d'hemoglobine sont 
transfuses par la yeine caudale dans 2 souris experimentales. Apres recuperation de 
l'anesthesie, ces souris se comportent normalement. Deux semaines apres cette 
transfusion (c'est-a-dire 12 semaines apres la transfusion initiale), les souris sont a 
nouveau retransfusees avec une solution d 'hemoglobines Arenicola manna par injection 
mtraperitoneale, encore une fois aucune allergie ou reponse pathologique n'ont pu etre 
observees (figured). Onpeut done en conclure que les mecanismes de reconnaissance 
par les antigenes resultant de la formation d'anticorps ne sont pas actives par une 
proteine de cette taille ouque les macrophages ont elimine sans probleme apparent cette 
proteine de grande taille. 

Ces nouveaux resultats conduisent a la conclusion que la taille de ces molecules 
peut etre un facteur determinant pour que l'hemoglobine de Arenicola marina, puisse 
fonctionner de maniere non-toxique chez les vertebres. 
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REVINDICATIONS 



PCT/FR01/01505 



1. Utilisation comme substitut sanguin, d'une hemoglobine extracellulaire de 
poids moleculaire d'environ 3 a environ 4 millions de daltons, comportant des chaines 
de globines polymerisees, contenant des cysteines libres susceptibles de se Her a des 
groupes NO et/ou SNO et dont la P 50 est d'environ 6 a environ 7 mm d'Hg a 37°C. 

2. Substitut sanguin, notamment substitut sanguin humain, comprenant une 
hemoglobine extracellulaire de poids moleculaire d'environ 3 a environ 4 millions de 
daltons, comportant des chaines de globines polymerisees, contenant des cysteines 
libres susceptibles de se lier a des groupes NO et/ou SNO et dont la P 50 est d'environ 6 
a environ 7 mm d'Hg a 37°C. 

3. Substitut sanguin selon la revendication 2, dans lequel le coefficient de 
cooperativite de I'hemoglobine extracellulaire est de 2 a 3 (n 50 ). 

4. Substitut sanguin selon la revendication 2 ou 3, dans lequel les chames de 
globine de I'hemoglobine extracellulaire sont stabilises entre elles, par des Haisons 
covalentes, notamment des ponts disulfures intermoleculaires, et les chaines de globine 
sont auto-stabilisees par des ponts (hsulfures intramoleculaires. 

.5. Substitut sanguin selon Tune des revendications 2 a 4, dans lequel 
I'hemoglobine extracellulaire comporte des chaines de structure qui conferent a' 
l'hemoglobine une structure hexagonale. r 

6. Substitut sanguin selon l'une des revendications 2 a 5, dans lequel 
I'hemoglobine extracellulaire est susceptible de neutrahser des composes toxiqnes, tel 
que l'hydrogene sulfure. 

7. Substimt sanguin selon l'une des revendications 2 a 6, dans lequel 
l'hemoglobine extracellulaire ne necessite pas de cofacteur pour liberer l'oxygene 
eventuellement fixe sur l'hemoglobine. 
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8. Substitut sanguin selon Tune des revendications 2 a 7, dans lequel 
rhemoglobine extracellulaire possede les proprietes suivantes : . 

- elle est non toxique 

- elle est depourvue d' agent pathogene 

- elle se conserve a 4°C pendant au moins 6 semaines sans oxydation 
. - elle est transfusable a tous les types sanguins 

- elle est dotee d'un temps de residence suffisamment long pour assurer la 
regeneration en hemoglobine naturelle de l'organisme.dans lequel elle est transfusee 

- elle est eliminee par Torganisme dans lequel elle est transfusee sans effet 

secondaire 

9. Substitut sanguin selon Tune des revendications, 2 a. 8 3 . dans lequel 
. rhemoglobine extracellulaire pro vient d 5 Annelides. 

10. Substitut sanguin selon la revindication 9-, dans lequel 1'hemoglobine 
extracellulaire provient d 5 Arenicola marina. 
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FIGURE 1 
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FIGURE 3 A 




FIGURE 3 C 

FIGURE 3 B 
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